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 Sterilizationالتعقيم                        

لكامليية ليميييم الميكروبيياة المييية الموجييود  بييا دواة  و التعقيييه  ييو عملييية الهييرلإ منةييا ا بيياد  ا

المواد سواء  كانت عليى المالية الرييرأة  و جيراويه وللتعقييه  واميد عوميى  ةيو أ يتعما  ي  ا  يرالإ 

 التالية:

 .     مزرعة نقية    ا عمال البكترأولوجية خاصة عند عزل وتنقية نوع من البكترأا وحفوه -0

 لتطةير ا دواة وا جةز  الم تعملة لمنم التلوث والعدوى.    ا  رالإ الطبية -4

    ا  ذأة للترلص مما بةا من ميكروباة  يمكن حفوةا لمدد طوألة. -3

 .وعاد  أته التعقيه بإتباع طرق تعتمد على  سس  يزأامية  و كيميامية  و ميكانيكية   

  Physical methodsالطرق الفيزيائية                          

تعتبر المرار  المرتفعة وكذلك بعض ا شيعاعاة مين   يه العواميا الفيزأاميية التي  ت يتعما  ي    يرالإ 

 .التعقيه

 Sterilization by heatالتعقيم بالحرارة                     أولاً:

 moist heat و الميرار  المحيموبة برطوبية  Dry heatوأيته بإحيدى طيرأقتين الميرار  اليا ية 

ظ  ن التعقيييه بييالمرار  اليا يية تمتيياة إلييى مييد   طييول ودرجيية حييرار   علييى ميين التعقيييه بييالمرار  وألاحيي

 .الرطبة  ي  ن الرطوبة ت اعد على ترلا المرار  ج ه الكامن الم   يتأور البروتوبلازم ب رعة

 الحرارة الجافة وتشمل: -أ

 Flaming                    ستعمال اللهب المباشر         إ( 1

وأ تردم    ذلك لةب بنزن لتعقيه ا دواة الت  تتمما التعرلإ للةيب مثيا إبير التلقييا و الحيراما 

و تعقييه المحيارط  -الزجاجية و  طيتةا و  واه  نابيب المزارع و ذلك بتمرأر المواد    اللةب عد  مراة 

 1عملية عد  مراةبهم ةا    الكمول الذي أحعا بتعرأيه للنار وتكرر ال -و الةاون وأد الةاون

 

 Hot-air                                    ( الهواء الساخن2   

وت يتعما  ييذه  Hot air sterilizerوأ يتردم ليذلك جةياز خيام أ يمى المعقيه بييالةواء ال ياخن 

  أمكين تعقيمةيا  ي  اللةيبالطرأقة  ساسا لتعقيه ا دواة وا وان  الزجاجية الت  تطلب    حالة جا ية وا
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وعنيد تعقييه  يذه ا دواة  .، مثا  طبياق بتيري وزجاجياة العينياة والماصياة واليدوارق وخلا يةالمباشر

 ان الماصاة و طبياق بتيري تو يم  ي  عليب معدنيية خاصية ت يمى عليب التعقييه ويه تو يم  يذه العليب 

د سد ا ب يداداة داخا المعقه وه تمفظ مهلقة بعد تعقيمةا لمين استعمالةا  ما ا نابيب والدوارق  تو م بع

 قطنية     سبتة من ال لك وتهطى  ذه بالورق الكرا ت قبا تعقيمةا. 

م لمد  نحي  سياعة  و °081ودرجة المرار  الم تعملة    التعقيه لةذه ا دواة بةذه الطرأقة    

  1م لمد  ساعة إذا ما  رأد تعقيمةا تعقيما كاملا  ي إباد  جميم البكترأا وجراويمةا°061لدرجة 

م لمييد  نحيي  سيياعة عنييد تعقيييه ا دواة الزجاجييية الهييير مهطييا  ب ييداداة °081ت ييتعما درجيية و

 .قطنية كأطباق بتري

                   

 ما ا دواة المهطا  ب داداة قطنية كالماصاة وا نابيب والدوارق الفار ة حتى اأتكربن القطين  

 .ساعةم لمد  °061 و أمترق  ان الدرجة الت  ت تردم    

  

والمعقه بالةواء ال اخن عبار  عن  رن كةربام  به  ر   وليه مينوه  خيام مورموسيتاةب لييب  

درجة الميرار   وتوماتيكييا كميا أوجيد بيه ترميومتر وأهطي  الييدار الريارج  لليةياز عياد  بمياد  عازلية 

 .كا سب توس لتقليا  قد المرار  منه
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 :اطاة التاليةبةذه الطرأقة ااحتيوأراعى عند التعقيه 

 .دواة المراد تعقيمةا تامة اليفاف ن تكون ا  -0   

 .لمعقه قبا البدء    ت رين اليةاز ن تو م ا دواة    ا -4   

ن التبرأيد  و الت يرين الفييام   ن تترك ا دواة    المعقه بعيد انتةياء التعقييه إليى  ن تبيرد تماميا   -3   

العليب الممتوأية عليى  طبياق بتيري  و الماصياة قبيا  ن تبيرد قيد  للأدواة قد أ بب ك ر ا، كميا  ن  يتا

 .خارج  قد أكون ممملا بالميكروباةأت بب ق  تلووةا نتيية دخول  واء 

 التعقيم بالحرارة المصحوبة برطوبة )أي باستخدام البخار (. -ب

 :وأكون ذلك بإحدى الطرق التالية  

 م5 111( التعقيم بالبخار على درجة 1        

وت ييمى  ييذه الطرأقيية  أيييا  بطرأقيية التعقيييه بالبرييار المن يياق  و بطرأقيية التعقيييه المتقطييم بالبرييار 

وت ييتعما  ييذه الطرأقيية  يي  تعقيييه البيتيياة التيي  تتهييير  Arnoldواليةيياز الم ييتعما أ ييمى جةيياز  رنولييد 

ال كرأاة وبيتية م مثا بيتة °011خواصةا الطبيعية  و الكيماوأة إذا ما تعر ت لدرجة حرار   على من 

 .اللبن وبيتة الييلاتين

 

دقيقيية أوميييا لمييد  ولاويية  أييام متعاقبيية مييم تييرك مييد   41وتعقييه  ييذه المييواد بتعرأيييةا للبرييار لمييد   

سيياعة بييين كييا ميير  و خييرى ولةييذا أ ييمى بييالتعقيه المتقطييم و يي   ييذه الطرأقيية  ييان الرلاأييا  42مقييدار ا 

 42تييأور الييراويه و يذه بتركةييا  ي  البيتية  يي  جيو الهر ية لمييد  الرييرأة تقتيا  يي  الييوم ا ول بينميا ا ت

م  ي  الييوم الثيان  وأييري °011ساعة  إنةيا تنبيت وتتميول إليى خلاأيا خييرأة تقتيا بتعرأييةا لدرجية 

 .التعقيه    اليوم الثالث للتأكد من قتا جميم الميكروباة وبذلك أته تعقيه البيتة دون  ن تتأور ممتوأاتةا

 Steam under pressure            بالبخار تحت ضغط( التعقيم 2

 و المعقيه بالبريار  المييهوط  Autoclaveاليةاز الم تعما     ذه الطرأقة أ يمى ا وتيوكلاف 

وتعتبر  ذه الطرأقة من  ح ين و سيرع وسياما التعقييه ان ر يم الييه  داخيا اليةياز أيفدي إليى ر يم  -

يييراويه البكتيرأيية التيي  تتممييا درجيياة المييرار  العالييية م ممييا أ ييةا قتييا ال°011درجيية المييرار  عيين

وأ تعما ا وتوكلاف  ساسا لتعقيه البيتياة البكتيرأية التي  تتمميا درجياة الميرار  المرتفعية مثيا بعيض 

، وبا  يا ة إليى ميا سيبن  انيه أمكين المهيذي البيتاة ذاة ال كرأاة ا حادأية و جيار اليلوكيوز وا جيار

 ا وتوكلاف :تعقيه المواد التالية ب
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 .الحاش والقماش والقطن والفوط والملابس والبلاط  -0

 .المرشماة المرتلفة مثا مرشا زاأتس -4

 .ا  ذأة المعلبة -3

 .المزارع الت  أراد الترلص منةا بعد انتةاء العما بةا خاصة مزارع البكترأا المر ية -2

 Autoclaveجهاز الأوتوكلاف                       

بمحابك لولبية مركيب علييه  بت بهعن إناء معدن  سميك أتمما اليه  و له  طاء سميك أث عبار 

أوجيد  ي  قياع اليةياز علامية أييب  عنيد ا ياس اليه  و صيمام  مين وترميومتر وصنبور ومانومتر لق

م توى الماء قبا ااستعمال كما  ن بداخله  ر   مناسيبة أو يم عليةيا ا دواة الميراد تعقيمةيا و أ يرن 

 الماء باليةاز من  سفا بالهاز  و بالكةرباء. 

 

نه بهليان الماء    جو مهلين  يان الييه  داخيا اليةياز أرتفيم و  والفكر     استعمال  ذا اليةاز 

م  تزأييد درجيية حييرار  البرييار الممبييوس ، و لقييد درة °011أرتفييم تبعييا لييذلك درجيية  ليييان الميياء عيين

 01اء  صيييفر ت ييياوي الييييه  الييييوي العيييادي  ي ت ييياوي الميييانومتر الملمييين باليةييياز بمييييث  ن القييير

رطا/البوصيية المربعيية و عليي  ذلييك  ييان اليييه  الييذي أبينييه المييانومتر  ييو  ييه   ييا ري  مييا اليييه  

البوصية المربعية وعياد  أ يتردم رطا/ 01ا  إلييه  يه  جيوي واحيد  ي المقيق   ي اوى الوا ري ميا 

 دقيقة . 41 -01 رطا/بوصة مربعة لمد 01   التعقيه  ه   ا ري 

 Radiationsثانياً :  الإشعاعات                         

أ تفاد عمليا من التيأوير الييار ليبعض ا شيعاعاة عليى خلاأيا البكترأيا  ي  تعقييه ا مياكن كهيرف 

العملييياة اليراحييية و عنييابر تعبتيية ا دوأيية و العقيياقير المعقميية  و  يي  تعقيييه  ييرف التلقيييا الملمقيية عيياد  

معاما البكترأولوجية الكبير ، و   بعض الحناعاة الهذاميية  و صيناعة ا لبيان  و  ي  تعقييه ال يطو  بال

الكبير  الملووة و    ممطاة المير الزراع  لتطةير المنتياة الزراعية مما أكون عالقا بةا من كامنياة 

اصياة المحينوعة مين ممر ه أرحى انتقالةا من مكيان إليى رخير . كميا أمكين تعقييه  طبياق بتيري  و الم

البلاستيك بواسطة ا شعة  وق البنف يية بعد تهليفةا     كياس مهلقة مين البيول  إويليين و ذليك خو يا مين 

 استعمال المرار .



 
8 

 

عياد   ي  التعقييه وأمكين المحيول عليةيا  ultraviolet radiation ت تردم ا شعة  وق البنف يية

إليى  461ة من  ذه ا شعة والتي  أتيراو  موجاتةيا مين من لمباة خاصة أمكنةا  ن تحم تركيزاة مرتفع

 ملل  ميكرون و و النطاق الفعال    إباد  ا حياء الدقيقة.   471

 

 Chemical  methodsالطرق الكيميائية                      

ا ت ييتردم  ييذه الطرأقيية  يي  تعقيييه ا دواة الميكروبيولوجييية التيي  أنميي  بةييا كامنيياة حييية و لكنةييا 

ت تعما بكثر     عملياة المفظ و التطةير، أمكن استعمال بعض المواد الكيماوأة      رالإ التعقييه و 

ذلك لفعلةا المميت  و الموق  لنمو خلاأا ا حياء الدقيقة ، و  يما أل  بعض المواد الكيماوأة الت  ت يتعما 

 أمكن تعقيمةا بالطرق المرارأة.   صور  مماليا  و    صور   ازاة للتعقيه ال طم  للمواد الت  ا 

 و من  مثلة المواد الكيميامية الم تعملة:

                                     Ethyl alcoholكحول الإيثايل     

 يي  تطةييير ا أييدى  و المنيياطن  %71 -11أ ييتعما عيياد  كمييول ا أثاأييا بتركيييز أتييراو  بييين 

سييية للفعييا ال يام للكمييول  أرجييم إليي  انيه أعمييا علييى تيفييي  المرتلفية  يي  ج ييه ا ن يان، و الفكيير  ا سا

حيث أ مب الماء منةا، علاو  على قدرته عليى تيمييم وترثير البيروتين  Dehydrating agentالرلاأا 

Coagulation  الرلوى عندما أتطرق إلى داخا الرلاأيا، ا مير اليذي أيفدى إليى ميوة الرليية. وأقيال  ن

قيد  %011وكيذلك الكميول ا لمطلين النقيى  %71كيزاة الكمولية الت  تزأد عن قلة الكفاء  التعقيمية للتر

ترجم إلى زأاد   عله الميف  بمعنى زأياد  كميية المياء المزالية مين الرلاأيا بدرجية تعيوق دخيول الكميول 

 إلى الرلاأا، لذلك أكون تأوير التركيزاة المرتفعة من الكمول تيأويرا  ميففيا   قي  و يذا أت يبب عنيه إأقياف

ومميا  يو جيدأر باليذكر انيه لييس للكميول بيمييم تركيزاتيه  ي  Bacteriostatic  actionلنميو الرلاأيا 

 تأوير  ار على اليراويه الداخلية.

  Mechanical methods       الطرق الميكانيكية               

ه بطرأقية ميكانيكيية تعتمد  ذه الطرق على إزالة خلاأا الكامناة المية الدقيقة من الوسي  الكامنية  يي

 .كأن تميز وقوق المرشماة الم تعملة خلاأا الكامناة المية ذاة ا قطار الت  تزأد عن  قطار وقوبةا

  Filtrationالترشيح                                          

إلييى عيييد   أ ييتعما لييذلك مرشيييماة بكتيرأيية أتيييراو  قطيير وقوبةيييا بييين  قييا مييين ميكييرون واحيييد

، بيا أتوقي   أييا  عليى الحيمنة شيا ا أتوق   ق  على قطر الثقوقوأراعى  ن التعقيه بالتر .ةميكرونا

طبيعية ذليك  الكةربية للمرشا وكذلك الحمنة الكةربية للكامناة الدقيقة الممتوي عليةا ال اما وكذلك عليى
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ب عليى اليانيب وعاد  أ مب ال اما خلال  المرشا بإحيداث  يه  سيالب متفرأي  .ال اما المراد ترشيمه

 .الآخر من المرشا حيث ت تردم ميرة تفرأ  مامية  و كةربامية

 

 

 المرشحات البكتيرية  

 وت تردم  ذه الطرأقة لعد    رالإ:

 يي  تعقيييه الةييواء والهييازاة بتمرأر ييا  يي   نابيييب تمتييوي علييى قطييم قطيين معقميية  و مرشييماة  .0

 خاصة.

مين تمللةيا إذا عقميت بيالمرار  مثيا سييروم اليدم    تعقيه ال واما  و البيتاة الت  أرحى عليةيا  .4

 .وا نزأماة والتوك يناة

 يي  ا  ييرالإ العلمييية لميييز البكترأييا ميين ال ييواما  و البيتيياة عنييدما أييراد دراسيية مييا بةييا ميين  .3

 1 يروساة إذ  ن المرشماة البكتيرأة ا تميز الفيروساة با تمر من خلالةا

ك مرشيماة خاصيية ذاة م ييام صيهير  جييدا وتميييز وعنيد تعقيييه ال ييواما والبيتياة أ ييتردم لييذل

البكترأا بواسطة المرشماة لحهر حيه م ام المرشماة و أيا  لميا تممليه سيطو   يذه المرشيماة مين 

شييمنة كةربامييية وقييو  إدمحييام كبييير  ميين شييأنةا إدمحييام البكترأييا علييى ال ييطا وبييذلك تمنعةييا ميين 

 .المرور عند الترشيا
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 Microbial media                    البيئات الميكروبية 

ل بيتيياة زرع مرتلفيية تمييير إن  البييية الدراسيياة والبمييوث الميكروبيولوجييية تتطلييب اسييتعما

مم البيتاة الت  تعيش عليةا  ذه الكامناة    الطبيعية إا  ن له تكن متماولة تماما̋إ، و ذه البيتاة وبالمعما

 .والمتطلباة الهذامية اللازمة لتنميتةا حتياجاة نةا قرأبة الحبه منةا وتو ر ا 

تنمى الميكروباة عاد  على بيتاة خاصة و   عبار  عن مواد  ذامية معينة تنمو عليةا الميكروبياة      

 :و   ت تعما   رالإ عدأد  منةا

 .تنمية الميكروباة واستكثار ا وحفوةا -0

 .دراسة خوام الميكروباة المرتلفة -4

 .كروباة على بعض المواد    البيتةدراسة تأوير المي -3

 .تحييم الميكروباة على إنتاة مواد معينة    البيتة ذاة   مية صناعية -2

 وتق ه البيتاة إلى: 

 أولاً : حسب طبيعة تركيبها 

    Natural media                                بيئات طبيعية  -أ

 ي  حالية البكترأيا المر يية والفيروسياة التي   و   تتكون مين ميواد  ذاميية طبيعيية وأحيا د ذليك

   .تنمو    ا ن ية المية  و الميكروباة الت  تنمو    الدم  و اللبن  و التربة الزراعية

                               Synthetic mediaبيئات صناعية   -ب

 : ق مين ى، وتنق ه إلن مواد كيماوأة عيوأة و ير عيوأةو   البيتة الت  تتكون م

 بيئات محددة التركيب الكيماوي )بيئة صناعية مخلقة(. -1

، وقد تتكون من  ميلا   يير عييوأة  و مرليوط مين من مواد ذاة تركيب كيماوي معروف تتكون

 ا ملا   ير العيوأة ومركباة عيوأة.   

 بيئات غير محددة التركيب الكيماوي )بيئة صناعية غير مخلقة(. -2

  يير معرو ية التركييب الكيمياوي مثيا البيتياة التي  أيدخا  ي  تركيبةيا الببتيونتتكون من مكوناة 

   .وم ترلص اللمه والدم  و سيرم الدم وم ترلحاة ا ن ية النباتية  و الميوانية

 ثانيا: حسب قوام البيئة 

 .كبيتة البوأون مالمرقب ولبن عباد الحمس liquid mediaبيئات سائلة  -أ

   عبار  عن بيتاة توجد على المالة الحلبة على درجة حيرار  و   solid mediaبيئات صلبة  -ب

الهر يية ب ييبب إ ييا ة بعييض المييواد مثييا الييلاتييين  و ا جييار التيي  تمييدث الحييلابة كبيتيية ا جييار 

المهذي المياف إليه ماد  ا جار  جار  و الييلاتين المهذي المياف إليةا الييلاتيين، وألاحيظ  ن 

 يا ة عما    عزل وتنمية وعد نوع معين من الميكروبياة وذليك بإ ناك بعض بيتاة خاصة ت ت

 .، مثا بيتة ال ليكاجابعض المواد الكيماوأة إليةا
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              Solid media                                                 Broth media    

 

 الطرأقة المعتاد     تميير البيتة الهذامية تتلرص  يما أل :

 .زن المكوناة المطلوبة وو عةا    وعاء مناسبو ب0

   و  ي  حميام ميام وقد أمتاة ا مير إليى الهلييان -ة إ ا ة كمية الماء المطلوبة وه إذابة المكونا ب4

 ، مم إ ا ة ماء لتعوأض ما أفقد بالبرار.   إناء معدن  مزدوة اليدار

 .pH ب  الـ  ب3

 

 

 pH meter              جةاز 

 

 .و و ساخن م تعملا قطنا رطبا بالماء ال اخنأرشا المملول  ب2

تعبتة البيتة    العبواة المناسبة مثا ا نابيب  و الزجاجاة  و اليدوارق وذليك ح يب الر بية ويه  ب1

 .التهطية ب داداة قطنية

فييظ  يي  مكييان مناسييب لمييين ، وييه المز المناسييب وذلييك ح ييب تركيييب البيتييةالتعقيييه  يي  اليةييا ب6

يتيية ح ييب نييوع الميكييروق الييذي أنمييى عليةييا  بعيييةا أتطلييب الب pH، وأيييب  ييب  ااسييتعمال

وسطا حامييا  والبعض وسطا قلوأا ولكين ا  لبيية العوميى تمتياة إليى وسي  متعيادل  و قليوي 

 .بpH 7 – 7,4 عي  م
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 Isolation and purification of bacteriaعــــزل البكتريا وتنقيتــها      

ع منعييزل علييى حييده بييا توجييد مرتلطيية مييم بعيييةا ولدراسيية اتوجييد البكترأييا  يي  الطبيعيية كييا نييو

خوام كا نوع أتمكه عزله بمالة نقية بميث ا أحبا    المزرعة إا نوع واحد مين الميكروبياة و يو 

 المراد دراسته. وتيرى عملية العزل بعد  طرق منةا:

 Pouring plate method العزل با طباق المحبوبة  -0

 Streaking plate method رطوطة العزل با طباق الم -4

 Diluting method العزل بالترفي   -3

 عزل البكتريا بطريقة الأطباق المصبوبة 

الهرلإ من  ذه الطرأقة  و ترفي  المزرعة بميث عند تنمية الميكروباة    ا طباق تنمو بعييد  

ميكروق واحيد  ي  ي   عن بعيةا    مياميم  و م تعمراة منعزلة عن بعيةا كا م تعمر  ناتية عن

 م تعمراة نقية.

 طريقة العمل 

 م باستعمال الترمومتر.°11سيا ولاث  نابيب  جار مهذى عمين على حمام مامى أهلى وه برد إلى  ب0

لقيا ا نبوبية ا وليى بهميس إبيير  مين المزرعية المرتلطية تميت  ييروف التعقييه ويه رة ا نبوبية بييين  ب4

 راحتى اليد لتوزأم البكترأا  يةا.

 م ه إبر  من ا نبوبة ا ولى وانقلةه إلى ا نبوبة الثانية تمت  روف التعقييه  4ا بر  المعقمة خذ ب ب3

 وه رة ا نبوبة جيدا  كما سبن.

  م اة إبر  من ا نبوبة الثانية وانقلةه إلى ا نبوبة الثالثة وه رجةا  أيا. 3خذ با بر  المعقمة  ب2

معقمة مم تمرأك الطبن بعد الحب حركة دامرأية خفيفية صب ا نابيب الثلاوة    ولاث  طباق بترى  ب1

و تركةه  3، 4، 0منتومة حتى أتوزع ا جار المهذى    كا م احة الطبن وه رقه ا طباق با رقام 

 ساعة. 28م لمد  1 37ليتيمد ا جار،  م ا طباق    الممين مقلوبة على 

  و عميا منةيا  حياء واصيبهه بطرأقية بعد انتةاء  تير  التمييين اختير بعيض الم يتعمراة المتباعيد ب6

جرام وا محه  إذا  ةر من الفمص بان الم تعمر  نقية  يلقا منةا  نبوبة  جار ماما وتمين لتنميو 

 وبذلك تمحا على مزرعة نقية لكا من الميكروبين.
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 عزل البكتريا بطريقة الأطباق المخطوطة 

التلقييا بمييث  ي  نةاأية خطيوط التلقييا  الهرلإ من الترطي   يو تقلييا عيدد البكترأيا العيالن بيإبر 

 تحبا الميكروباة متباعد     الطبن وتنمو وتكون م تعمراة منعزلة ونقية.

 طريقة العمل 

م وصيب ممتوأياة كيا  نبوبية  ي  1 11سيا  نبوبت   جار عمين    حمام مامى أهلى وه أبرد إليى   ب0

 كا الطبن بانتوام.طبن بترى معقه مم إدار  الطبن بةدوء حتى أتوزع ا جار    

 اترك ا طباق حتى أتيمد ا جار. ب4

خذ بإبر  التلقيا بعد تعقيمةيا  م ية إبير  مين المزرعية المرتلطية ويه ا يتا الطبين بمقيدار ميا أ يما  ب3

بدخول ا بر  وه خط  برفة برطوط متوازأة بيين كيا منةيا طيول نحي  بوصية ميم الميرم مين 

 عدم تيرأا ا جار.

 و  خذ  م ه جدأد  خط  الطبن الثانى وه الثالث.نفس ا بر  بدون تعقيمةا   ب2

 ساعة. 28م لمد  1 37رقه ا طباق و عةا    الممين مقلوبة على   ب1

بعيد انتةيياء  تير  التميييين ا ميص ا طبيياق اختير م ييتعمراة منعزلية واجييري عليةيا مييا سيبن  يي   ب6

 التمرأن ال ابن للمحول على مزارع نقية على ا جار الماما.

 

 بطريقة التخفيف عزل البكتريا 

بن يبة  عليى  ا̋إذا كانت الميكروباة المرتلطة    مزرعة ساملة وكان  حد  يذه الميكروبياة موجيود

من الميكروباة ا خرى  عند ترفي  المزرعة    مملول   يولوجى معقه  و    مرق مهذى معقه نحيا 

 حالة نقية.   النةاأة مبعد الترفي  عد  مراةب إلى وجود الميكروباة ال امد  على 

 



 
14 

 

 Microbial enzymes             الإنزيمات الميكروبية 

 تعريفها

تنتيةييا الرلاأييا المييية وتوجييد بييداخا الرلييية مبروتينيييةب ا نزأميياة عبييار  عيين مييواد عيييوأة 

بكمياة  تيلة جدا، وللإنزأماة خاصية ا سراع من التفياعلاة الكيمياميية دون  ن ت يتةلك   يى التفاعيا 

 .Biological catalystsأطلن عليه عواما م اعد  حيوأة  وبذلك  ةى

 خواصها

تتميييز بقييدرتةا علييى بييدء التفاعييا دون الماجيية إلييى طاقيية عالييية، وقييدرتةا الكبييير  علييى إجييراء  ب0

 التمواة الكيميامية.

 تتميز بدرجة ترححةا العالية وبفقد نحاطةا  ى وجود المثبطاة. ب4

 وزنةا اليزأتى كبير. ب3

 بروتيناة.لةا نفس خوام ال ب2

 للرلية الميكروبية الواحد  القدر  على إنتاة راف ا نزأماة. ب1

 أقسامها

 تقسم الإنزيمات التى تفرزها خلايا الميكروب على أساس:

 إفرازها فى وجود أو غياب مادة التفاعل 

   Constitutive enzymesإنزيمات بنائية  -1

او  يياق مياد  التفاعيا داخيا البيتية و ى تنيتج داخيا الرليية الميكروبيية بحيفة م يتمر   يى وجيود 

 ومنةا إنزأماة التنفس الرلوأة.

  Adaptive enzymesإنزيمات مستحثة  -2

و ذه ا نزأماة تنتيةا الرلية الميكروبية عنيد الماجية إليةيا  ى عنيد تواجيد مياد  التفاعيا  يى البيتية 

 اللاكتوز بالبيتة. ى وجود سكر  E. coliالذى تفرزه بكترأا  Lactaseومنةا إنزأه اللاكتيز 

 

 إفرازها داخل أو خارج الخلية  

 Intracellular enzymes الإنزيمات الداخلية       -1

تتكييون جميييم ا نزأميياة بييداخا الرلييية الميكروبييية وعقييب ا  ييراز أبقييى بعييض ا نزأميياة بييداخا 

كامليية  الرلييية وت ييمى ا نزأميياة الداخلييية واأمكيين إسترلاصييةا منةييا إا بتك ييير الرلييية بحييور 

 وخروة ممتواأتةا. ومنةا إنزأماة التنفس وإنتاة الطاقة.

 Extracellular enzymesالإنزيمات الخارجية      -2

بعض ا نزأماة عقب تكونةا داخا الرلية الميكروبية  إنةا تررة من الرلية إليى الوسي  الريارجى 

ى مين النيوع الممليا وت مى ا نزأمياة الرارجيية و يى تقيوم بنحياطةا المييوى خيارة الرليية. و ي
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ماميا، وأعتمد عملةا على  ساس تملييا الميواد الهذاميية المعقيد  الموجيود  بالوسي  الريارجى للرليية 

 لي ةا نفاذ ا إلى داخا الرلية وتمثيلةا. ومنةا ا نزأماة الممللة للمواد الكربو يدراتية.

 تأثيرها على جزىء مادة التفاعل 

      Endoenzymesإنزيمات داخلية التأثير  -1

و ى تفور على جزئ ماد  التفاعا من داخا اليزىء نف ه وليس من  طرا ه  تملا الييزئ الكبيير 

إلى جزئ صهير، مثا إنزأه  لفا  ميليز الذى أفور على جزئ النحا مين اليداخا  يملليه إليى وحيداة 

  صهر  ى الدك ترأن.

    Exoenzymesإنزيمات خارجية التأثير  -2

فاعا من  طرا ه الرارجية  تملله إلى وحيداة  صيهر وبمعنيى رخير ت يما تفور على جزئ ماد  الت

بإنفراد وحداة صهير  من  طيراف الييزئ، مثيا إنيزأه البيتيا  ميلييز اليذى أمليا جيزئ الدك يترأن 

 من  طرا ه وأنفرد المالتوز و و سكر ونامى أتكون من وحدتين من سكر اليلوكوز.

 

 هاالتى تجري الكيميائية أنواع التفاعلات 

 Oxidation-reduction enzymesإنزيمات الأكسدة والإختزال  -1

 -و ى ميموعة مين ا نزأمياة الم يتولة عين نقيا ا لكترونياة ونقيا ذراة الةييدروجين مإ يا ة 

 إزالةب من وإلى ماد  التفاعا والتى قد أمدث لةا إما  ك د   وإختزال، ومنةا:

  Peroxidase – Catalase – Oxidaseإنزأماة ا ك د :  - 

 Dehydrogenase - Nitrogenaseإنزأماة ا ختزال:  -ق

      Transferasesالإنزيمات الناقلة  -2

 يى ميموعيية ميين ا نزأمياة تكييون م ييتولة عيين نقيا ميموعيياة كيميامييية عامية داخييا الرلييية مثييا 

و يى إنزأمياة ناقلية  Kinasesميموعة الفوسفاة وا ميين والميثاأيا وا سييتاأا، ومنةيا إنزأمياة 

 يموعة الفوسفاة.لم

    Hydrolasesإنزيمات التحلل المائى  -3

و ى ميموعة من ا نزأماة التى تقوم بعملية التملا الميامى للميواد الهذاميية بك ير رابطية كيمياميية 

عن طرأن إ ا ة جزئ ماء إليةيا، ومنةيا ميا أفيرز خيارة خليية الميكيروق ليمليا الميواد العييوأة 

 أ ةا على الميكروق تمثيلةا، مثا: المعقد  التركيب إلى مواد ب يطة

 ب.Cellulase – Pectinases – Amylasesا نزأماة الممللة للمواد الكربو يدراتية م - 

 . بPeptidases – Protinasesما نزأماة الممللة للمواد البروتينية  -ق

عييوأة ومنةا ما أوجد داخا الرلية الميكروبية و ى تكون م يتولة عين إتميام عمليية تمليا الميواد ال

 الداخلة إلى الرلية  و بناء مركباة عيوأة جدأد  ازمة للنمو. 
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     Lyasesإنزيمات الإضافة والإزالة  -4

و ى ميموعة من ا نزأماة التى تقوم بإ ا ة  و إزالة ميموعياة كيمياميية دون تمليا ميامى وقيد 

لتيى تقيوم بنيزع ا Carboxylasesتقوم بإ ا ة  و ك ر رابطة زوجية  ى مركب، ومنةا إنزأمياة 

2CO .من المركب 

     Isomerasesإنزيمات التشابه   -5

و ى ميموعة من ا نزأماة التى تقوم بتموأا المركب إلى مركب محابه ليه ولكين أرتلي  عنيه  يى 

التركيييب البنييامى، ومنةييا ا نييزأه الييذى أمييول سييكر اليلوكييوز إلييى  ركتييوز  ونيياء عملييياة التمثيييا 

 الهذامى.

        Ligasesإنزيمات الربط   -6

 .ATPو ى تقوم بتكوأن رواب  جدأد  بين جزأتين مم إزالة  و ك ر ليزئ 

 

 

 وفيما يلى سوف يتم دراسة الطرق العملية لتقدير مجموعة من الأنزيمات سابقة الذكر 
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 Catalaseتقدير إنزيم الكتاليز 

، وتمتلييك معوييه ميياء و ك يييين أعمييا إنييزأه الكتيياليز علييى تملييا  ييوق  ك يييد الةيييدروجين إلييى

الميكروبييياة الةواميييية  يييى خلاأا يييا  يييذا ا نيييزأه حييييث  ن و يفييية  يييذا ا نيييزأه  يييو إزالييية  يييوق  ك ييييد 

تيفدى إليى ميوة الرلاأيا بالن يبة الةيدروجين ال ام الذى أتكون خلال تفاعلاة ا ك د  وا ختزال والتيى 

 للميكروباة الةوامية.

H2O2               Catalase                 H2O + O2  

 الأدوات والمواد اللازمة

 مزارع حدأثة النمو من ميموعة من الميكروباة. -

 .%3مملول  وق  ك يد الةيدروجين  -

 إبر  تلقيا بكتيرأة. -

- Micropipette. 

  طباق بترى معقمة. -

 بيتة صلبة معقمة  ى  لاسكة. -

 الطريقة

 ق بترى معقمة وتركةا حتى تتحلب.أته ت يا البيتة الحلبة المعقمة وصبةا  ى  طبا -

 ألقا كا طبن بميكروق مرتل  وأكتب إسه المكروق عليه. -

 أترك طبن بدون تلقيا كمقارنة. -

 م.°31ساعة على درجة حرا   42تمين ا طباق مقلوبة لمد   -

عليى سيطا  %3ما من ممليول  يوق  ك ييد الةييدروجين  4-0بعد إنتةاء  تر  التميين أو م  -

 ك معاملة الكنترول.كا طبن بما  ى ذل

 ألاحظ ماذا أمدث وت يا النتامج. -

 أمكن إجراء ا ختبار  ى المزرعة ال املةملحوظة: 

 الملاحظة

  ى حالة الميكروق المنتج  نزأه الكتاليز أتكون  قاعاة  از ا ك يين على سطا النمو.

         

 تكون الفقاعات فى المزرعة الصلبة            تكون الفقاعات على المزرعة السائلة                         
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 Amylasesالأميليز  اتتقدير إنزيم

التيى تمليا جيزئ  Amylasesتتميز بعض الميكروباة بمقدرتةا على إ يراز إنزأمياة ا ميلييز 

أتكون جزئ النحا من وحداة اليلوكيوز ميرتب  بيرواب  . وHydrolysis of starch النحا خارة الرلية

وت ييمى ا ميلييوبكتين  و متفرعيية  Amyloseت ييمى ا ميلييوز ب  ييى سل ييلة م ييتقيمة -glucosidicم

Amylopectine  ستردام جزئ النحا مباشر  لكبر حيمه ولعدم قابليته لليذوبان  يى إوا ت تطيم البكترأا

  الماء.

 

 تركيب جزئ النحا

 ميموعة ا نزأماة الممللة ليزئ النحا من ولاث إنزأماة  ى: وتتكون

   Amylase-αأميليز   -لفاأ (1)

 ميليز بتك يير جيزئ النحيا عحيواميا وأك ير اليرواب   يى جيزئ ا ميليوز وا ميليوبكتين  -أقوم إنزأه ا لفا

وأنتج وحداة من سكر الميالتوز والدك يترأن ووحيداة مين اليلوكيوز. ولكنيه اأ يتطيم تك يير اليراوب  

 .7-6,7المثلى له  ى  pHالموجود  بين ال لاسا الم تقيمة والمتفرعة، ودرجة 

                mylasea-α                       

Amylose                                  Maltotriose + Maltose 

mylasea-α                              

Amylopectine                                 Maltose + Glucose + Limit dextrin 

  Amylase-β     أميليز -بيتا (2)

 ميليز بتك ير الرابطة بين وحدتين سكر اليلوكوز  ى جزئ سكر المالتوز تتكون -أقوم إنزأه بيتا

 .1-2المثلى له  ى  pHوحداة مفرد  من سكر اليلوكوز، ودرجة 

Amylase-β                           

 Maltose                                  2 units of Glucose 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Maltotriose
http://en.wikipedia.org/wiki/Maltose
http://en.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://en.wikipedia.org/wiki/Dextrin
http://en.wikipedia.org/wiki/Glucose
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  Amylase-γأميليز -جاما (3)

 ميليز بتك ير سلاسا ا ميلوز  و ا ميلوبكتين من النةاأاة منتية وحداة مفرد  من -أقوم إنزأه جاما

 .3المثلى له  ى  pHسكر اليلوكوز، ودرجة 

Amylase-γ                                                            

Amylose or Amylopectin                                                 Glucose 

  

 
 

 الأدوات والمواد اللازمة 
 وتتكون من:   Starch agar medium العمينرجار النحا  بيتة -

g/L Components  

3  Beef extract 

10  Soluble starch  

20  Agar   

1000 ml Distilled water  

7 pH 

 

         .B.  subtilis، مزرعة  E. coliمزرعة  -

http://en.wikipedia.org/wiki/Glucose
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  طباق بترى معقمة. -

 وأتكون من: مملول اليود -

g/100ml Components  

10 Potassium iodide (KI) 

5 Iodine 

100 ml Water  

 الطريقة

 م وه أحب  ى  طباق بترى معقمة.11أ يا  جار النحا وأبرد الى  -

 .Bوألقا رخر بهم ه من مزرعة  E. coliبعد تحلب ا جار ألقا  حد ا طباق بهم ة من مزرعة  -

subtilis. 

 ساعة. 28م  لمد  37تمين ا طباق على درجة  -

 .يين تهمر ا طباق بمملول اليودبعد  تر  التم -

 الملاحظة

ألاحظ  ن الميكروق المملا للنحا مماط بةالة عدأمة اللون بينما أأخذ باقى الطبن اللون ا زرق نتيية 

    .اتماد اليود مم النح 

  

 

 

 

 

 

 لاحظ وجود الهالة الشفافة

 حول النمو ويعنى ذلك 

                              موجبة نتيجة 

 

 

 

 

 

د الهالظظة الشظظفافة لاحظظظ مظظدو وجظظو

 حظظظول النمظظظو ويعنظظظى ذلظظظك نتيجظظظة

                              سالبة

 

  

 ملحوظة

أته التملا على مراحا وعند الكح  على عملية التملا بواسطة مملول اليود  يرتل  ليون النياتج عليى 

 ح ب مرحلة التملا كما  ى اليدول التالى.

 

http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw42QI&url=http://pixgood.com/casein-hydrolysis-test.html&ei=da1TVOfdBIrjO_76gfAJ&psig=AFQjCNFyS8-CqMBC-8B_6z3LjNiTuWlsUg&ust=1414856437154325
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(1)                                                                              (2) 

                             

                                     

                           (4(                                                               )3) 

                                                                    

 (5) 

http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4Jw&url=http://dc433.4shared.com/doc/-1NIKCt7/preview.html&ei=v6lTVNCQL4nZavaagNgH&psig=AFQjCNGlA4XheUSoYqzbzeU3Tx00mqHJmA&ust=1414855487865119
http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4Jw&url=http://dc433.4shared.com/doc/-1NIKCt7/preview.html&ei=v6lTVNCQL4nZavaagNgH&psig=AFQjCNGlA4XheUSoYqzbzeU3Tx00mqHJmA&ust=1414855487865119
http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4PQ&url=https://homepages.wmich.edu/~rossbach/bios312/LabProcedures/Starch%20Hydrolysis%20Medium.html&ei=3qtTVPOoOYbaaKjIgJgI&psig=AFQjCNF96Awn8JBGmBb1vHwPrrGoWVG4CQ&ust=1414856031029033
http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4Jw&url=http://academic.missouriwestern.edu/jcbaker/bio251sec01/bio251_laboratory_images.htm&ei=9qpTVPfzC9OvaZD6gtAN&psig=AFQjCNHQ8PYIi-GcQtRkUvN2ippVZ60rGg&ust=1414855798314651
http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4EA&url=http://famsbc.wordpress.com/2009/07/25/starch-protein-lipid-hydrolysis-and-urea-tryptophan-degradation/&ei=NalTVNGsLdDLaLLggMAN&psig=AFQjCNG_ty7pAz1M75SMI3QMYCd1Lbjq4A&ust=1414855349853879
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      Cellulasesالسليوليز  اتتقدير إنزيم

عبار  عين مياد  كربو يدراتيية تتكيون و و  تمليا ال ليولوز الكامناة المية الدقيقةت تطيم بعض 

بيين  ب β-glucosidicم يةا طولييا بيرواب  مين نيوع بيتيابعمم اليلوكوز مرتبطة سكر من وحداة من 

 .ذر  الكربون ا ولى وذر  الكربون الرابعة لوحد  جلوكوز  خري من جزئ ال كر لتكون سلاسا طوألة

 01,111وحد  جلوكوز وقد تحا  حيانا  إل   01,111إل   4,111جزئ ال ليولوز أتكون من و

ختلاف إز  ي  ال ل يلة وكيذلك اليوزن اليزمي  لل يليولوز بيوحد  جلوكوز، وأرتل  عدد وحداة اليلوكيو

 .نوع النباة

 هى: ويتكون النظام الإنزيمي المحلل للسليولوز من ثلاث إنزيمات

وأمدث له مال ليولوزب أملا المركب ا ساس   و و : C1  (Endo-β-1,4 glucanase)إنزأه ب0م

 تملا جزم .

النيواتج مين تك يير ا نيزأه ا ول وأنيتج أعميا عليى  :Cx   (Exo-β -1,4 glucanase)إنزأه  ب4م

 سكر ونام  و و ال لوبيوز علاو  على سلاسا قحير  من وحداة من اليلوكوز.

أملييا ال ييكر الثنييام  ال ييلوبيوز وال لاسييا :  glucosidaseب β-1,4 glucosidaseم نييزأهإ ب3م

 القحير  إلى وحداة من اليلوكوز. 

قيييرق سيييطا الرليييية الميكروبيييية الممللييية وتوجيييد ميموعييية إنزأمييياة ال يييليولوز  ييي  ج ييييماة 

الممللية  ا نزأمياة إ يرازتقوم برب  جزئ ال ليولوز ب يطا الرليية ويه  Cellulosomeلل ليولوز ت مى 

   ةو إنزأه داخل . β-1,4 glucosidase.  ما إنزأه لل يليولوز

 خطوات تحلل السليولوز

Cellulose         C1             Chains of cello-oligo-saccharides 

Cello-oligo-saccharides        Cx            Oligo-saccharides + cellobiose 

Cellobiose          Cellobiase          glucose 
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 إلى:المحللة للسليولوز  الكائنات الحية الدقيقةوتقسم 

 ميكروباة  وامية: مين  نحيطةا ميكيروقsp.  Cytophaga ليولوز إليى جلوكيوز ويه و يى تمليا ال ي

 .2O + CO2Hإلى 

 ميكروباة ا وامية: و يى إميا ممبية لدرجية الميرار  المتوسيطة مثيا  Cl. dissolvens  وإميا ممبية

2CO وتمليا ال يليولوز إليى  حميالإ عييوأة،  Cl. thermocellum  لدرجة المرار  العالية مثيا

4, CH 2H.  

 c cellulose decompositionAerobiتحليل السليولوز هوائياً        أولا: 

 الأدوات والمواد اللازمة 

 .عينة تربة معاملة بالمواد العيوأة -

  :المعقمة  ى  نابيب و ى تتكون من medium   Dubo’sبيتة دأبوس -

g/L Components  

0.5  NaNO3 

1.0  K2HPO4 

0.5  MgSO4.7H2O 

0.5  KCl 

Traces FeCl3 

1000 ml Distilled water  

7.5 pH 

 شرام  من ورق الترشيا كمحدر للكربون.وأو م بةا 

         خطوات العمل

 . نابيبب 2م بةا بيتة دأبوس  نبوبةكا و م  ى أمن عينة التربة وه جرام ½ أخذ أ -

 .تترك  نبوبتين بدون تلقيا كمقارنة -

 .م11على حرار    نبوبتينو م31على درجة حرار    نبوبتين تمين -

 .بوعيا  لمد  شةرفمص ا نابيب  ست -

 الملاحظة

 احظ التآكا  و  ةور بقم صفراء وأدل ذلك على نحاط الميكروباة  ى تمليا ال ليولوز

         
               Cytophaga sp.    

 

 لاحظ مراحل التحلل مع إتجاه السهم           

http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw&url=http://genome.jgi-psf.org/cythu/cythu.home.html&ei=uNVTVO_DL8ftaLTzgNAO&psig=AFQjCNGdxrRbQoH-B-kzXWHwG8R7IVRQBw&ust=1414866744876343
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 Anaerobic cellulose decompositionتحليل السليولوز لاهوائياً   ثانيا: 

 للازمة الأدوات والمواد ا

 .عينة من سماد ا سطبا -

 :و ى تتكون من Omeliansky’s mediumبيته  ومليان كى  -

g/L Components  

1.0  (NH4)2SO4 

0.50  MgSO4.7H2O 

2.0  CaSO4 

1.0  K2HPO4 

Traces NaCl 

1000 ml Distilled water 

7.0 pH 

 شرام  من ورق الترشيا كمحدر للكربون.وأو م بةا 

 عقه. اسبار م -

 خطوات العمل 

 . نابيبب 2م جرام/  نبوبةبم½  تلقا  نابيب بيته  ومليان كى بعينة من سماد ا سطبا -

ملليلتيير ميين الفاسييبار المعقييه ال يياأا علييى سييطا البيتيية تمييت شييروط التعقيييه ليعييا الوييروف  4 ييم  -

 .ا وامية

 .تترك  نبوبتين بدون تلقيا كمقارنة -

 .م11و نبوبتين على حرار   م31 نبوبتين على درجة حرار   تمين -

 .فمص ا نابيب  سبوعيا  لمد  شةرت -

 الملاحظة

 ا واميا. احظ التآكا  و  ةور بقم صفراء وأدل ذلك على نحاط الميكروباة  ى تمليا ال ليولوز

    

            Clostridium sp.   

 لاحظ مراحل التحلل مع إتجاه السهم           

 

 

http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4EA&url=http://atlas.microumftgm.ro/bacteriologie/bactsp/clostridium.php&ei=g9hTVOmyNMPaaO_6gpgG&psig=AFQjCNGR5dqryiEUEEKfKJvYs84rzORzag&ust=1414867460116052
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 Gelatinaseتينيز تقدير إنزيم الجيلا

و ييو إنييزأه  Gelatinaseالقييدر  علييى إ ييراز إنييزأه الييلاتينيييز  الكامنيياة المييية الدقيقييةلييبعض 

، Liquefactionوأموليييه إليييى المالييية ال ييياملة  خيييارجى أمليييا  الييلاتيييين وأفقيييده خاصيييية  التحيييلب

  إليى  ن الييلاتيين وتييدر ا شيار  Colagenالييلاتين عبار  عن ماد  بروتينية تمير من الكيواجينو

م  مييا علييى درجيياة حييرار   علييى ميين ذلييك  ييإن 41لييه خاصييية التحييلب علييى درجيية حييرار   قييا ميين 

الييلاتين أتمول إلى المالة ال املة وعاد  تفخذ قدر  الميكروباة على إسالة الييلاتين كيدليا عليى قدرتيه 

 على تمليا البروتين.

 الأدوات والمواد اللازمة 

 B. subtilis. Pr. vulgaris and E. coli   مر من الميكروباة الآتية:مزارع حدأثة الع -

 وتتكون من: Nutrient gelatin نابيب بيتة الييلاتين المهذى العمين  -

g/L Components  

5.0  Beef extract 

150  Gelatin  

1000 ml Distilled water 

7.0 pH 

 خطوات العمل 

ن المهذى العمين بكا من  نواع الميزارع ال يابقة بطرأقية اليوخز ميم  نبوبة من بيتة الييلاتي 4ألقا  -

 ترك  نبوبة بيتة بدون تلقيا كمقارنة.

 ساعة. 28م لمد  37تمين ا نابيب على درجة  -

 .بعد  تر  التميين تنقا ا نابيب إلى ولاجة  و كأس به ماء مثلج لمد  نح  ساعة -

 الملاحظة

قيدر  الميكيروق عليى تملييا الييلاتيبن  ميا إذا  يا الييلاتيين سياما  إذا تيمد الييلاتين دل ذلك على عدم

 دل ذلك على تملله.
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 Lipases  تقدير إنزيم الليبيز

ت ييتطيم بعييض الميكروبيياة تمليييا الييد ون وأنييتج عيين تمليييا اليلي ييرأداة ذاة الييوزن اليزأتييى 

تييى العييالى  تتملييا إلييى الميينرفض جلي ييرأن و حمييالإ د نييية طييياره  مييا اليلي ييرأداة ذاة الييوزن اليزأ

 .وابتة جلي رأن و حمالإ د نيه

 الأدوات والمواد اللازمة 

 Ps. fluorescence, E. coli,  B. subtilisمزارع الميكروباة  -

 ب: g/Lتتركب من المواد التاأة بمعدل م  نابيب بيتة  جار مهذى

g/L Components  

10  Peptone 

0.1  calcium chloride 

5  sodium chloride 

15  Agar 

10 mL Sterile Tween 20 

1000 ml Distilled water 

7 pH 

 

 معقمة.بترى  طباق  -

 ب.%41مملول كبرأتاة النماس مركز م -

 .معقه Tween 20 و  زأت بذر  القطن المعقه -

  خطوات العمل

 .م21وتبرد إلى  -ت يا  نابيب ا جار المهذى  -

 تى أتحلب.أحب ا جار  ى طبن بترى معقه وأترك ح -

  أام. 2-3م لمد  37ألقا كا طبن بأحد الميكروباة وه التميين على درجة  -

 المركز.بعد  تر  التميين تهمر ا طباق بمملول كبرأتاة النماس  -

 الملاحظة 

تماد ا حمالإ الد نية الناتيية تكون لون  خير مزرق حول الميكروباة الممللة للد ون نتيية   ألاحظ

 كبرأتاة النماس. من تملا الزأت مم

 

               

http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4Kg&url=http://lib.sytu.edu.cn/asm/252-Introduce.htm&ei=tPZTVLj2HMTYarySgCA&psig=AFQjCNERH6LBkgFs9emrOIVtp1EGVzCYxQ&ust=1414875188601418
http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4Kg&url=http://lib.sytu.edu.cn/asm/252-Introduce.htm&ei=tPZTVLj2HMTYarySgCA&psig=AFQjCNERH6LBkgFs9emrOIVtp1EGVzCYxQ&ust=1414875188601418
http://www.google.com.eg/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAgQjRw4Eg&url=http://lib.jiangnan.edu.cn/asm/280-Introduce.htm&ei=rfZTVIX-LZDpaP_9gfAM&psig=AFQjCNHARwJefLWMgaROv0ek5C4MSi6V8A&ust=1414875181869425
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 Pectinases   البكتينيز اتزيمتقدير إن

توجد المواد البكتينية بو ر     الحفاما الوسط   ة  المركباة الت  توجد بين الرلاأا    

ا ن ية النباتية، ووجود البكتين بين خلاأا الن يج أعما عل  ربطةا مم بعيةا. وتمتوي اليدر ا ولية 

 أيا . والثانوأة للرلية عل  سكرأاة عدأد  من  ذا النوع  

والمواد الكربو يدراتية البكتينية عبار  عن سكرأاة عدأد  معقد  التركيب تتكون من وحداة 

وتوجد ولاث  نواع من  رونيك ترتب  مم بعيةا البعض لتكون سل لة طوألة.أومن حامض اليلاكتو

 :  ى المواد البكتينية

اء مكون من وحداة من حامض م ب البروتوبكتين و و  حد مكوناة جدار الرلية و و ذامب    الم

 اليلاكتوأورونيك وأمتوي عل  كثير من رواب  استراة الميثاأا.

 .%8مقب البكتين و و بوليمر ذامب    الماء أحبه ال ابن    تركيبه ون بة مياميم ا ستر به حوال  

به  مةب حامض البكتيك و   بوليمر من حامض اليلاكتوأورونيك و و ذامب    الماء وا أوجد  

 رواب  استراة الميثاأا. 

 وحدات من سلسلة حمض الجلاكتورنيك حيث يحتوي بعضها علي روابط ميثيل استر

 :مةا  نزأماة ميموعة من ا لبكتين تتكون من وميموعة ا نزأماة الممللة ل

وأنتج على نطاق تيارى  ب: أنتج بواسطة الكامناة المية الدقيقةPectin lyaseم Pectolyase   ب0

 .ردامه  ى تحنيم العحامر ست

 : أنتج داخا النباة وأ اعد  ى عملية إنياة الثمار.Polygalacturonase (Pectinase) ب4

كتينومي يتاة القدر  عل  تمليا المواد البكتينية تمليلا ماميا لكا من البكترأا والفطرأاة وا 

الكامناة المية  ذه ثر وجود حيث ت تردم  ذه ال كرأاة العدأد  كمحادر للطاقة اللازمة للنمو. وأك

   اليرام من  017   منطقة اليذور حيث وجد  ن  عداد ا تتياوز  وخاصةالدقيقة    التربة  م ب 

 التربة الملاصقة مباشر  ليذور النباتاة. 

 :الأجناس البكتيرية النشطة في تحليل البكتينومن أهم 

 Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Micrococcus, Erwinia and Peusdomonas   
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 و الم بب ا ساس  لمرلإ العفن الطري حيث أفدى   Erwinia caratovoraأعتبر ميكروق 

نمو  ذا الميكروق داخا ا ن ية النباتية إلى تفكك الرلاأا ب بب قدر   ذا الميكروق على إ راز 

أرجم إلى  Wilting ة الم ببة للذبول ن قدر  الفطرأا.  أيا وجد نزأماة الممللة للمواد البكتينيةا 

 إ راز مثا  ذه الفطرأاة على إ راز ا نزأماة الممللة للمواد البكتينية.

 الأدوات والمواد اللازمة 

 Ps. fluorescence, Erwinia caratovora, E. coli,  B. subtilisمزارع الميكروباة  -

 البكتين و ى تتركب من: جار مهذى أكون بةا محدر الكربون الوحيد بةا  و  بيتة -

g/L Components  

5.0  Pectine 

4.0 KHPO4 

6.0  Na2HPO4 

1.0  yeast extract 

20 Agar  

1000 ml Distilled water 

7.0 pH 

 معقمة.بترى  طباق  -
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  خطوات العمل

 تحلب.تترك حتى تو ةق بترى معقماطب حب  ى وتم 21وتبرد إلى  -ت يا  نابيب ا جار المهذى  -

  أام. 2-3م لمد  37ألقا كا طبن بأحد الميكروباة وه التميين على درجة  -

 الملاحظة 

نمو الميكروباة على البيتة الهذامية وميرد النمو وتكوأن  الة شفا ة حول النمو على بيتية محيدر  ألاحظ

 ز.الكربون الوحيد  يةا  و البكتين  يدل ذلك على قدر  الميكروق على إنتاة إنزأه البكتيني

 

 

 لاحظ نمو البكتريا

 والهالة حول النمو
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 Oxidase الأوكسيديزتقدير إنزيم 

ا وك يييدأز  ييو إنييزأه مفك ييد  ييمن سل ييلة ا نزأميياة التنف ييية الم ييفلة عيين تفيياعلاة الف ييفر  

مسالبةب ومعوه ا نيواع التابعية ليينس  Enterobacteriaceaeالتأك دأة  نيد  ن البكتيرأا التابعة لعاملة 

Pseudomonas مثا بكترأا  مموجبةبPseudomonas aeroginosa. 

 الأدوات والمواد المطلوبة

 :وتتكون من Glucose agarبيتة  جار اليلوكوز  -

g/L Components  

3 Beef extract 

5 Peptone 

10 Glucose  

20 Agar  

1000 ml Distilled water 

7 pH 

 اة ا نزأه. البكترأا المراد إختبار قدرتةا على إنت -

  طباق بترى معقمة. -

 Dimethyl) مييييين  يدروكلوراأييييد داي ميثيييييا  ينيييييا داي  %0ك يييييدأز ممملييييول ا  -

phenylenediamine hydrochloride . 

 طريقة العمل

 تحب البيتة  ى  طباق بترى المعقمة وتترك حتى تتحلب. -

 ا كمقارنة.تلقا ا طباق بالبكترأا المراد إختبار ا وأترك طبن رخر بدون تلقي -

 .ساعة 42م لمد  °37-31تمين ا طباق على  -

 المملول. أهمر سطا المزرعة بقليا من -

 الملاحظة

 وردأة اللون وه تتدرة لتحبا بنية وه حمراء داكنة وه سوداء نتاة ا نزأه توةر الم تعمراة الموجبة 
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 Proteaseروتيز الب اتتقدير إنزيم

إنزأماة لةا القدر  على الكامناة المية الدقيقة مخاصة البكترأاب لةا القدر  على   راز العدأد من 

ميموعة من و ى  Protease (Protinase or Peptidase) البروتيزو ى إنزأماة تمليا البروتين 

التمليا بواسطة  البروتيناةالبروتينية والت  تعما على التملا البروتين ، حيث أبد  بةدم  ا نزأماة

 و ذا ا نزأه معا    سل لة ببتيد تحكيا البروتين. ا حمالإ ا مينيةالت  ترب   لرواب للببتيد    ا المام 

إلى مركباتةا  معاءوا  المعد نزأماة الت  ت اعد على الةيه، والذي أقوم بتفكيك البروتيناة     حد ا 

 . بمينية حمالإ  مساسية  ا

 الأدوات والمواد اللازمة 

 E. coli,  B. licheniformisمزارع الميكروباة  -

 و ى تتركب من: Skim mild agar (SMA) بيتة -

g/L Components  

15.0  Skim milk 

5.0 yeast extract 

20 Agar  

1000 ml Distilled water 

7.0 pH 

  

 معقمة.رى بت طباق  -

  خطوات العمل

 تحلب.تترك حتى تو ةق بترى معقماطب حب  ى وتم 21وتبرد إلى  - SMAبيتة ت يا  -

 .ساعة 28م لمد  74ألقا كا طبن بأحد الميكروباة وه التميين على درجة  -

 الملاحظة 

دل ذليك عليى نمو الميكروباة على البيتة الهذامية وميرد النمو وتكوأن  الية شيفا ة حيول النميو  يي ألاحظ

 .البروتييزقدر  الميكروق على إنتاة إنزأه 
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 Urease تقدير إنزيم اليوريز 

التربة الزراعية بتمليا اليورأا الى  مونيا والبكترأا النترححة والتى  تقوم كثير من ميكروباة

 Sarcinaوكذلك بكترأا   Bacillus pasteuriiومنةا  Urea bacteriaتعتمد على  ذا التفاعا ت مى  

urea  وتقوم  ذه البكترأا بعملية التملا عن طرأن إ راز إنزأه اليورأزUrease . 

 الأدوات والمواد اللازمة

 .عينة تربة -

 .Phenol redدليا  حمر الفينول  -

 مرف . HClحامض  -

 وتتكون من: Urea agarبيتة رجار اليورأا  -

g/L Components  

1 Peptone 

1 Glucose 

5 NaCl 

2 KH2PO4 

0.012 Phenol red 

20 Agar  

1000 ml Distilled water 

6.9 pH 

 تعقه البيتة  ى ا وتوكلاف. -

ما من البيتة  011ما/ 01عقه بالترشيا وأياف منه وأ % 42اليورأا مملول تمير  م أورأا -

م لعدم تك ر اليورأا بالمرار  العالية وه توزع بيتة اليورأا     11ْالمذابة والمبرد  لدرجة  يةا ساس

 ما لكا  نبوق وتبرد بحكا ماما حتى تتحلب. 3 نابيب بمقدار 

 طريقة العمل

 لقا ا نابيب بالميكروباة ال ابقة مم ترك انبوبة بدون تلقيا للمقارنة.ت -

 م.° 31على درجة   أام 3-4 م ا نابيب  ى الممين لمد   -

 حظةالملا

الى اللون البنف يى او ا حمر  ى حالة احظ تهير لون الدليا من اللون ا صفر  و البحلى الفاتا 

 الميكروباة الممللة لليورأا والمنتية  نزأه اليورأز.
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 Caseinaseنزيم الكازينيز إ تقدير

أيا تفيرز الكثيير مين البكتيرو نياك  بييضبالكازأن  و البيروتين ال يامد  ي  الليبن م أعطي  الليون ا 

 Bacillusمثييا بكترأييا  الييذي أملييا الكييازأن الييى مييواد ذامبيية شييفا ة Caseinaseاانييزأه الرييارج  

subtilis. 

 الأدوات والمواد المطلوبة

 وتتكون من: Milk agarبيتة  جار اللبن  -

g/L Components  

28 Skim milk powder 

5 Casein enzymic hydrolysate 

2.5 Yeast extract 

1 Dextrose 

20 Agar  

1000 ml Distilled water 

7 pH 

 .ا نواع البكتيرأة المراد إختبار قدرتةا على إ راز إنزأه الكازأنيز -

    طريقة العمل

 تحب البيتة  ى  طباق بترى وتترك حتى تتحلب. -

 وأترك طبن بدون تلقيا كمقارنة.بر  التلقيا إب نموبكتيرأا حدأثة الا طباق بلقا ت -

 .ساعة28 -42م لمد  °37 على درجة حرار  ةق مقلوباطب مين ات -

 .ت يا النتيية بعد التميين مباشر  -

 الملاحظة

نيزأه إ راز إن البكتيرأا حللت الكازأن ب على ذلك ذا احوت وجود  الة شفا ة حول النمو البكتيري أدل إ 

 .بكتيرأا على تملا الكازأنذا له أوجد منطقة رامقة حول النمو دليا على عدم قدر  الإو، الكازأنيز
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   Cysteine desulforaseتقدير إنزيم  

ن تملا بعض  يذه   ةالبكتيرأا جناس أمكن لبعض ومينية    ناتج تملا البروتيناة حمالإ ا ا 

تنييتج  يياز  ةالبكتيرأييا نييواع بعييض .  نيييد  ن ب يي  تركيبييا أا ييا الييى مييواد إمينييية مموليية حمييالإ ا ا 

محمض امين  أمتوي على الكبرأيتب  Cysteineمين عند تمللةا للممض ا  S2Hيدروجين ةالكبرأتوز 

 .Cysteine desulforaseنزأه  راز ا  إبواسطة 

 الأدوات والمواد المطلوبة 

  ى  نابيب وتتكون من: Kligler agar mediaبيتة  -

g/L Components  

3 Beef extract 

3 Yeast extract 

15 Peptone 

5 Protease peptone 

10 lactose 

1 Glucose  

0.2 FeSO4 

5 NaCl 

0.3 Na₂S₂O₃·5H₂O 

0.024 Phenol red 

20 Agar  

1000 ml Distilled water 

7 pH 

  طريقة العمل

وتتيرك  نبوبية  Proteus vulgaris من بكترأيابطرأقة الوخز بمزرعة بكتيرأة حدأثة  يببانتلقا ا  -

 نة.كمقار بدون تلقيا

 .أام  7-4م لمد  من °37-31عند  يببانا تمين  -

 الملاحظة

 ،S2H ي  حالية تكيون  ياز سود على طيول خي  اليوخزإساس وجود راسب  ت يا النتيية الموجبة على 

 .حمالإب بب تكون ا  pHنرفالإ قيمة إصفر نتيية حمر الى ا كما ألاحظ تهير لون البيتة ا 

 

 

الظوخز نظظرا لاحظظ تكظون لظون إسظود علظى طظول خظط 

الذى يتحد مع كبريتات الحديدوز وتكون  S2Hلتكون 

 كبريتيد الحديدوز )لون إسود(.
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 Tryptophanase التربتوفاناز تقدير إنزيم

نيدول ا  ئليى جيز مينيى حلقيىب إ محميضتمليا جيزيء التربتو يان  E. coliبعض البكتيرأا مثيا 

 .Tryptophanaseنزأه إوحمض البيرو يك بواسطة 

 دوات والمواد المطلوبةالأ 

 :وتتكون من  Trypton brothبيتة مرق التربتون -

g/L Components   

 

OR 

g/L Components  

3 Beef extract 10 Trptone 

10 Trptone 5 Yeast extract 

1000 ml Distilled water 5 kH2PO4 

7 pH 1 Glucose  

  1000 ml Distilled water 

  7 pH 

 أا المراد إختبارقدرتةا على تمليا التربتو ان.البكتر -

 الذى أته تمييره كالتالى: Kovack's reagentدليا كو اك  -

 isoamylما من 011 ى  p-dimethyl aminobenzaldehydeجه من مركب 01أذاق 

alcohol  ما من حامض  11وبعد ذلك أيافHCl .المركز على جدار الوعاء 

  طريقة العمل

ببكتيرأيا حدأثية العمير وتتيرك تية ميرق التربتيون الهنيية بيالممض ا ميني  التربتو يان  نابيب بيتلقا  -

 .خرى للمقارنة نبوبة  ا

 .ساعة28م لمد  °31نابيب عند تمين ا  -

ويه  لكيا  نبوبيةكو اك  دلياما من  1,1 -1,3 ا ة إندول بنتاة ا إأكح  عن قدر  البكتيرأا على  -

 . رل  جيدات

 الملاحظة

نفحيال طبقية كموليية  يوق المرليوط وأتميول ليون  يذه الطبقية إلييى ليرة مباشير  إبعيد ا ينلاحظ 

قيدر  البكترأيا عليى إ يراز دلييا عليى  وأكيون ذليكاللون ا حمر بعيد عيد  دقيامن  ي  حيال وجيود ا نيدول 

 ا نزأه المملا للتربتو ان والمنتج للإندول الذى أتمد مم الدليا وأعطى اللون الوردى منتيية موجبةب.
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 eoxyribonucleaseD (DNase)نزيم تحلل الحمض النووي  تقدير إ

وخاصة النةاأاة   DNAعلى تك ير رابطة الفوسفوداى إستر  ى جزئ الـ  DNaseأعما إنزأه 

 الطر ية لليزئ.

 الأدوات والمواد المطلوبة

 . DNAبيتة  جار مهذي مياف إليةا الممض النووى  -

  طباق بتري معقمة. -

 د إختبار قدرتةا على إنتاة ا نزأه.المزارع البكتيرأة المرا -

  1N HClمملول  -

  طريقة العمل

 تحب البيتة  ى  طباق بترى وتترك حتى تتحلب. -

 وأترك طبن بدون تلقيا كمقارنة. بكتيرأة حدأثة العمرالرع امزالق باطبقا ا تل -

 .ساعة42م لمد  °37ا طباق على مين ت -

 سطا الطبن. على (1N HCL) ا ة إب  DNAلــ  أكح  عن تملا ا -

 الملاحظة

لوس   ى ا DNaseنزأه إنتيت  ن البكتيرأا  تكون مناطن شفا ة حول النمو البكتيري دليا على 

     البيتة. DNAالرارج  وحللت ماد  
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